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Procedimiento para la produccion de gammaglobulina G humana inactivada dej<»°« 
virus . 



Se efectua la extraccion de la gammaglobulina de una fraccion aislada por- 
fraccionamiento con etanol en presencia de un carbohidrato , y despues de* 
reducir el contenido de contaminantes con PEG, se aplica a una columna de' 
resinas de intercambio anionico obteniendose un efluente cuyo contenido de PEG 
es posteriormente reducido por ultraf iltracion y se concentra para llevar a p 
cabo de forma secuencial un eventual tratamiento a pH acido y al menos una de 
las siguientes etapas de inactivacion virica, consistentes en una* 
pasteurizacion y un tratamiento con solvente-detergente , siendo despues el 
producto precipitado y lavado con PEG para eliminar los eventuales reactivos 
quimicos de inactivacion virica y luego, por solubilizacion y cambio de pH, 
los contaminantes proteicos, y finalmente purificado por ultraf iltracion para 
reducir el volumen y el contenido de PEG, efectuando luego una eventual 
filtraci'on de virus y posterior concentracion hasta el valor de proteina del 
5% 6 10%. 
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PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE 
nAMMACTr. QPTTT.TNA G HTTMANA TNAC.TTVADA DE VIRUS 



MKMOP T A PF, SCRIPT I VA 

La presente invencion se refiere a un 
5 procedimiento para la produccion de gammaglobulin G 
humana inactivada de virus. El material de partida para la 
obtencion de la gammaglobulina (inmunoglobulina G humana 
o IgG) de la invencion procede de un pool de donaciones 
(superior a 1 000) de plasma humano formando una mezclai*** 
10 polivalente de actividades anticuerpo, cuyas unidades"" 
individuales han sido testadas frente a los marcadores t 

« - r 

tipicos de inf ecciosidad (virus VIH, hepatitis B, C) . 

,-■.<■ 

La administracion de la gammaglobulina puede 
efectuarse por via intramuscular, o mas ef ectivamente por 
15 via intravenosa. Esta segunda via presenta grandest 

ventajas terapeuticas con respecto a la primera, como esf". 
su mayor eficacia, pero puede acarrear reacciones adversas,,.. { ;, 
graves- Solo los productos obtenidos en unas condiciones 
que no promuevan la desnaturalizacion y con un grado de 
20 pureza adecuado, son aceptables por via intravenosa. 

La utilizacion clinica, preferente y mas„„ a ; 

3 

© 

efectiva del producto de la invencion, es la via — 
intravenosa, cuyas indicaciones terapeuticas son las 
reconocidas para este tipo de productos (IgG) que 
25 presentan unas caracteristicas de composicion y estructura 
molecular similar. Las indicaciones terapeuticas mas 
comunes de la IgG de la invencion se circunscriben en tres 
grupos generales de patologias: inmunodef iciencias 
primarias (deficit de la respuesta humoral) , 
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inmunodef iciencias secundarias (o adquiridas, por ejemplo 
en la infeccion por virus) , y las de origen autoinmune 
(desarrollo de autoanticuerpos ) . En cuanto al primer 
grupo, la IgG de la invencion es potencialmente util 
5 f rente a la inmunodef iciencia comun variable, deficit de 
subclases de IgG, ausencia de IgA, y otros . Las 
enfermedades mas comunes pertenecientes al segundo grupo 
figurarian las producidas como consecuencia de la 
infeccion por virus y bacterias (VIH o virus de la 
10 inmunodef iciencia humana, citomegalovirus , herpes zoster, 

hepatitis B, ...), sepsis neonatal, etc. Las indicacionesi**"* 
identif icadas de las IgG en enfermedades de components *'* I 
autoinmune van cada dia en aumento, destacando de entre 
ellas la purpura trombocitopenica idiopatica (PTI) que 

* 

15 conlleva a la destruccion de las plaquetas, el sindrome de 
Kawasaki, etc. 

En cuanto a los antecedentes previos, sobre nc 

V 

preparacion e infusion de gammaglobulina , estos ss"*°\ 
remontan a finales de la decada de los 40 a traves de los 

V 

e 

20 materiales producidos por el conocido metodo de 
f raccionamiento plasmatico de Cohn (Cohn E.J., Strong 

ii 

L.E., et al. Separation into Fractions of the Protein and * 

<* • 

Lipoprotein Components. J. Am Chem. Soc . 68, 459-47 5; % * 
1946), o mas tardlamente con las modif icaciones-- 

25 introducidas por Kistler-Nitschmann (Kistler P. and 
Nitschmann Hs . Large Scale Production of Human Plasma 
Fractions. Vox Sang. 7: 414-424; 1962). La purificacion 
adicional introducida por Oncley (Oncley J.L., et al . J. 
Am. Chem. Soc. 71: 541-550; 1949) a partir de un material 

30 intermedio obtenido del f raccionamiento plasmatico de Cohn 
dio lugar al conocido metodo de Cohn-Oncley, actualmente 
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aun vigente como metodo de purificacion general de 
gammaglobulina, debido a que ambos utilizan etanol en frlo 
como medio de concentracion. La gammaglobulina producida 
por cualquiera de los anteriores metodos muestra una 
5 distribucion molecular con un contenido apreciable de 
formas polimerizadas o agregadas de alto peso molecular, 
al analizarse a traves de una columna de exclusion en gel 
de alta resolucion (HPLC) . Asimismo, las presentaciones 
liquidas as! obtenidas pueden ofrecer poca estabilidad, 
1 0 observandose opalescencia o turbidez durante el 

almacenamiento, f ragmentacion y polimerizacion de lasr - " = 

e 
e 

moleculas de gammaglobulina, tendencia a la reduccion de*°* e I 
la actividad de alguno de los anticuerpos mas labiles, 
generacion espontanea de actividad anticomplementaria, 
15 etc. 

La problematica sobre la utilizacion terapeutica 
de gammaglobulina por infusion intravenosa se remonta a, 
los primeros preparados obtenidos por el metodo da"", 
Cohn-Oncley, incluyendo sus multiples variantes, que a ^ r 
20 provocaba la aparicion de reacciones adversas 
(anaf ilactoides) con una incidencia muy elevada/.. 
especialmente en pacientes receptores agammaglobulinemicos- 

« c 

(hasta en un 90% de los casos) . Las reacciones descritasjf 

c 

se asociaron a una disminucion del complemento de los»*< 
25 pacientes tratados por esta via (Barandun, S. et al . Vox 

Sang. 1962; 7: 157-174) . 

Se observo que la gammaglobulina obtenida por 

fraccionamiento alcoholico tiene una destacable capacidad 

para fijar el complemento de forma espontanea, como 
30 resultado de la desnaturalizacion de la proteina producida 

durante el proceso de obtencion, y especialmente, por la 
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generacion de agregados de gammaglobulina que daban lugar 
a formas de alto peso molecular, los cuales actuarian, 
posiblemente, como complejos antigeno-anticuerpo con 
capacidad de fijar libremente el complemento. 
5 La separacion de los agregados de gammaglobulina 

por tecnicas convencionales, sean las de 

♦ 

ultracentrif ugacion o de cromatograf ia de exclusion 
(permeacion en gel) , permiten obtener un producto de baja 
actividad anticomplementaria tolerable por via intravenosa 

10 (Barandun et al . , supra). Sin embargo, las tecnicas de 

ultracentrif ugacion o permeacion en gel no son escalablesf--. 
a la produccion industrial de un tamano de lote del orden trof ; 
de algunos kg de gammaglobulina (y ni tan siquiera a la 
escala de gramos en el caso de la ultracentrif ugacion) . 

15 Por otro lado, la produccion de gammaglobulina 

mediante f raccionamiento alcoholico, una vez liberada de 
los compuestos agregados de alto peso molecular, podria 

CI 

facilmente recuperar su actividad ant icomplemento en las, 
operaciones finales de proceso (esterilizacion, 
20 liof ilizacion) o durante su almacenamiento (en liquido) . 

Para evitar los graves inconvenientes que oc; 

3 

presentan la preparaciones clasicas obtenidas por el 
metodo de precipitacion con etanol de Cohn-Oncley (o sus 
variantes) , el estado actual del arte sustituye o,l 

25 incorpora etapas adicionales que mejoran la estabilidad y 
la tolerancia del producto para su infusion intravenosa. 

Poison et al . (Poison, A. et al . Biochim. 
Biophys. Acta, 82: 463-475; 1964) describieron un proceso 
de f raccionamiento del plasma humano por medio de 

30 polimeros del etilenglicol , mediante el cual se consigue 
separar una fraccion purificada de gammaglobulina. Coval, 
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L. (Patentes US 4093606 y US 4165370, prioridad de 1976 y 
1978 respectivamente) incorporan el polietilenglicol (PEG) 
como agente de purificacion para la obtencion de 
gammaglobulin intravenosa a partir de un material 
separado del f raccionamiento de Cohn (fraccion II o 
II+III) . Con posterioridad se publican procesos de 
purificacion equivalentes con polietilenglicol, como el 
descrito por Uemura Y., et al . (Patente espanola N 2 
506679, solicitada en 1981), o bien similares con la unica 
diferencia en que se introduce la pasteurizacion opcional 
del material que contiene la gammaglobulina, de forma 
previa o posterior a la purificacion con polietilenglicol,^ 
como revela tambien Uemura Y., et al . (Patente EP 0246579/ 

.. -. r. •. 

c 

prioridad de 1986). Tambien se han relatado metodos 
quimicos de inactivacipn de virus con disolventes , 
organicos y detergentes, muy eficientes f rente a virus con : 
cubierta lipidica, habiendose aplicado a proteinas 
derivadas del plasma humano por Neurath et al . (Patente US:*. 
514375) . 

Se han descrito procedimientos para la obtencion,... 

r a 

de gammaglobulina aceptable para administracion:*'"* 
intravenosa utilizando un tratamiento con enzimas, pepsina... 
(Patente espanola N Q 86115016 y Patente francesa 2382 M) , : 
plasmina (Patente alemana DE 2752694) , tripsina- 
inmovilizada (Patente espanola P 0530592) , o bien por 
tratamiento a pH acido moderado (Acta Chemica 
Scandinavica, 22: 490-496; 1968) (Barandun S., et al . , 
supra) • 

Otros procedimientos descritos para obtener una 
gammaglobulina tolerable por via intravenosa se basan en 
modificar quxmicamente y de forma parcial las moleculas de 
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IgG, tratandolas con agentes de reduccion (Wiederman et 
al. Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 113: 609-613; 1963), 
alcohilacion (Patente espafiola N 2 41 2552), alquilacion 
(Patente espanola N 2 0533908) y sulfonacion (Yamanaka T., 
5 et al. Vox Sang., 37: 14-20; 1979). 

En base a la cromatograf la de intercambio ionico 
se han descrito procesos que eliminan los contaminantes 
indeseables de los materiales de partida que se utilizan 
para la obtencion de gammaglobulina (Patentes: US 3869436, 

10 espanola N e 518181, EP 91300790 y WO 94/29334). Sarno 
M.E., et al. (Patente EP 0440483) revela una combinacion 
de tecnicas utiles para facilitar la preparacion 
intravenosa del producto en base a cromatograf ia de* 
intercambio ionico y diaf iltracion a pH acido debil . 

1 5 La formulacion final del preparado es 

especialmente importante para la adecuada estabilizacion 
del producto. La preparacion liofilizada fue la 
inicialmente aceptada por el estado del arte al presentar r , ": 

» .9 

el producto una menor alteracion durante su 
20 almacenamiento . Se han publicado composiciones para.,..- 
producto liofilizado aceptables para administraci6n:* c ' : " 
intravenosa que ejercen una proteccion frente a la.., 
desnaturalizacion de la gammaglobulina, principalmentelll : 

o • e 

durante la operacion de liof ilizacion (Patente espanola--; 
25 N^525246) , utilizando carbohidratos , polioles, glicol cr M :' 

c 

derivados, aminoacidos, asi como por la presencia de" " 
seroalbumina . 

Mas recientemente se han descrito f ormulaciones 
llquidas estables que utilizan carbohidratos, en un medio 
30 acuoso de muy baja fuerza ionica y pH 4,25 (Patente US 
4396608), o a pH debilmente acido 5-6 (Patente EP 



0278422) . 

Entonces, y de acuerdo al estado del arte, las 
gammaglobulinas intravenosas hasta la fecha 

comercializadas pertenecen a alguno de los siguientes tres 
grupos, los cuales se distinguen basicamente por su 
procedimiento de elaboracion: 

13 generacion, obtenidas por metodos enzimaticos 

(pepsina, tripsina, plasmina, . --) 

2^ generacion, modificadas qulmicamente 
(reduccion, sulfonacion, alquilacion, tratamiento con 
beta-propiolactona, . . . ) 

3^ generacion, correspondientes a moleculas de 
IgG intactas (diaf iltracion a pH bajo, cromatograf la/ 
precipitacion con polietilenglicol , formulacion a pH acido 

y baja fuerza ionica) 

La administracion intravenosa de los actuales 

• <• 

preparados ya no dan reacciones de intolerancia grave, si 
bien cada uno de ellos presenta algun tipo de desventaja- 
terapeutica, inconveniente o contraindicacion. Asl, los 
productos tratados enzimat icamente resultan con una- # 
semivida media "in vitro" mas corta (unos 8 dias) que lar 
gammaglobulina G normal (20 dias-25 dias), nula capacidad., 
de opsonizacion (ausencia del fragmento Fc) , puederx! 
presentar f ragmentacion y una muy limitada cantidad de las- 

subclases IgG 3 e IgG 4. 

Las gammaglobulinas obtenidas por modif icaciori * 
qulmica presentan una semivida media "in vitro" (de 10 
dias-15 dias) menor a la fisiologica, mantienen la 

■ 

capacidad de opsonizacion e integridad molecular, pero 
segun el tratamiento pueden sufrir una reduccion de su 
capacidad bacteriolitica y formar nuevos determinantes 
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antigenicos ( tratamiento con beta-propiolactona) . 
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han 
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gammaglobulinas intactas por metodos que evitan la 
desnaturalizacion de las moleculas de IgG. En algunos 
casos, los procedimientos de obtencion desarrollados 
pueden ser asimismo acoplables al fraccionamiento con 
etanol, de modo que es factible tomar como material de 
partida alguna de las fracciones ricas en- gammaglobulina 
separadas por los metodos de Cohn, Cohn-Oncley o 
Kistler-Nischmann, por ejemplo. 

De acuerdo a los procedimientos revelados hasta 
la actualidad, para la elaboracion de IgG intacta se 
recurre al tratamiento moderado a pH acido, diaf iltracion 
a pH acido, estabilizacion de las moleculas de IgG a baja 



* r » f. 



fuerza ionica y pH 4,25. Con estos metodos se consigue • 
reducir suf icientemente el nivel de formas de IgG 
agregadas (polimeros de alto peso molecular y oligomeros 
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intermedios hasta dimeros inclusive) aumentandose 1A- 
proporcion de IgG monomer ica. La formulacion lxquida final 
a pH 4,25 inhibe la reagregacion de las moleculas de IgG 
durante su almacenamiento , manteniendose estable en*-« 
solucion (pero solo a la temperatura de conservacion de 

c 

2°C-8 °C) con un nivel suf icientemente bajo la actividag(^; 
anticomplementaria . 

El principal problema de las preparacione& 
liquidas obtenidas exclusivamente por tratamientos de° 
acidif icacion es la reversibilidad del efecto inhibitorio 
de la actividad anticomplementaria inducida por la 
reduccion de pH, recuperandose de nuevo dicha actividad al 
reestablecer las condiciones de pH del medio a valores 
fisiologicos o proximos. Por contra, la inocuidad de la 
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infusion por via intravenosa de grandes volumenes de 
preparados de gammaglobulina formulados a un valor tan 
acido de pH (pH 4,25) es bastante cuestionable (en 
neonatos y pacientes con trastornos renales) . 

En otros procedimientos de purificacion se 
emplean resinas intercambiadoras de iones, cationicas y/o 
anionicas, que se aplican a las soluciones procedentes de 
los precipitados intermedios del fraccionamiento etanolico 
de Cohn o Cohn-Oncley (fracciones II+III o fraccion II , 
pref erentemente) , o bien directamente al pool de plasma 
evitando el fraccionamiento con etanol. La gammaglobulina 
asi purificada puede combinarse con alguno de los 
anteriores procedimientos de acidif icacion (intermedia- o* 
en formulacion) u otro procedimiento equivalente para su 
formulacion liquida, de lo contrario debe preservarse su 
estabilidad en forma liofilizada. 

Los intercambiadores ionicos utilizados por la 

tecnica estan constituidos por ligandos del tipo anionic^ 

* 

fuerte (etil-amonio cuaternario: QAE) y debil 
(dietil-amino etil: DEAE) , o cationico fuerte 
(sulf o-propil : SP) y debil (carboxi-metil : CM). Los 
ligandos se hallan covalentemente inmovilizados a soportes 
o matrices insolubles cuya composicion puede ser: silicea 

c 

(ceramicas) , acrilica (poliacrilamidas , poliestireno) ,<• 
carbohidratada (celulosa, dextrano, agarosa) 

Principalmente la formadas por dextrano (Sephadex, de 
Amersham-Pharmacia) o agarosa (Sepharose, de 

Amer sham-Pharmacia) son la mas eficientes y utilizadas. 
Sin embargo, presentan algunos inconvenientes no resueltos 
aun por la tecnica, y se refieren, segun el caso, a la 
elevada cantidad de resinas necesarias para una separacion 



efectiva de las proteinas contaminantes y su impacto con 
respecto a la recuperacion de gammaglobulin G y en la 
correcta distribucion de subclases, esencialmente la IgG 
4. La situacion de compromiso creada entre purificacion 
(eliminacion de proteinas contaminantes: IgA, IgM y otras) 
y recuperacion de IgG (IgG4) se resuelve, segun el caso, 
a favor de un u otro lado, de ahi que la eficacia y 
calidad terapeutica de las gammaglobulinas comercializadas 
puedan ser muy diferentes entre ellas. 

Mediante el f raccionamiento del plasma con PEG, 
o bien por precipitacion con PEG a partir de una fraccion 
intermedia de Cohn o equivalente, como la fraccion II+III, 
es factible obtener una gammaglobulina liofilizadcb 
administrable por via intravenosa, pero puede mostrarse 
insuf icientemente estable en estado liquido. Si se incluye 
un tratamiento intermedio de pasteurizacion (previo a la 
precipitacion con PEG) se produce una notable agregacion 
molecular, incluso en presencia de estabilizantes (como el; 
sorbitol, por ejemplo) , debido principalmente a la 
presencia de proteinas inestables. Como los agregados. 
superiores deben de eliminarse totalmente en etapas. 
posteriores, ello provoca una sensible disminucion de la 
recuperacion de producto. Si se parte de fracciones mas' 

r s 

purificadas (fraccion II, o equivalente), los agregados de? o 
alto peso molecular presentes en el material de partida,.. 
o generados por pasteurizacion, no son esencialmente 
separables por medio de la precipitacion con PEG en las 
condiciones que establecen las tecnicas descritas en la 
actualidad. Estas indican concentraciones de PEG del 4-5% 
a pH 4-6 (Coval L., supra) y de 4-10% de PEG a pH 4,8-6,5 
(Uemura Y. et al . , supra) que serian validas 



exclusivamente cuando la gammaglobulina se hallase en 
presencia de otras protelnas acompanantes (presentes en la 
fraccion II+III, por ejemplo) capaces de coprecipitar 
junto a los agregados de alto peso molecular. 

El metodo de la presente invencion mejora 
sustancialmente el estado actual de la tecnica, ya que 
mediante una combinacion innovadora de etapas de proceso, 
efectuadas en las condiciones precisas que - se detallan en 
la presente patente, dan como resultado una gammaglobulina 
virtualmente exenta de contaminantes proteicos 
detectables, por las tecnicas anallticas mas sensibles, y 
sin que ello ponga en compromiso la integridad molecular 
o la recuperacion y distribucion de subclases de IgG, : * 
manteniendo una baja capacidad para fijar espontaneamente 

el complemento. 

La seguridad del producto, en cuanto al riesgo 

v. r 
o 

potencial de transmision de virus, es maxima en el 
procedimiento que relatan los inventores. En este se han. 
introducido los metodos de pasteurizacion en presencia de' 
un azucar-alcohol (por ejemplo sorbitol) y/o deV 

e 

solvente-detergente con tri-n-butil fosfato (TnBP) 
polisorbato-80 (Tween-80) o equivalentes, como etapas 

principales de inactivacion controlada de virus, las; 

» 
« 

cuales son altamente eficientes y complementarias . A estaS. 
etapas se ha adicionado la accion viricida de uq. 
tratamiento previo a pH acido eventual, el cual eliminarla* 
o atenuaria el contenido de virus antes de proceder a las 
etapas principales de inactivacion. Tambien eventualmente, 
la solucion del producto puede ser nanofiltrada para la 
retencion de virus, durante el tratamiento a pH acido o 
pref erentemente en bulk diafiltrado previo a la 
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concentracion y formulacion final. 

La combinacion de los anteriores metodos de 
eliminacion de virus aportan al producto la maxima 
seguridad virica y supera el estado del arte de los 
productos con una sola etapa individual de inactivacion, 
con la gran ventaja industrial que las etapas 
(eventualmente hasta cuatro) del metodo de la invencion 
pueden efectuarse de forma consecutiva, y por tanto, en 
una unica zona de inactivacion o nivel unico de seguridad. 

Los invent ores descubrieron, sorprendentemente, 
que a partir de un material intermedio del f raccionamiento 
alcoholico de Cohn (fraccion II+III, pref erentemente) , 
podia extraerse practicamente toda la gammaglobulina .erf 1 
presencia de un carbohidrato (azucar-alcohol' 
pref erentemente) , ajustando las condiciones de extraccion 
de la IgG en funcion del volumen de dilucion, pH y fuerza 

IK j 

ionica, y separar una parte importante de las proteinas 
acompanantes por precipi tacion con PEG. El sobrenadant^, *. 
resultante (filtrado) era un liquido exento de particulas MJ \ 
y coloides, lo cual posibilitaba una posterior adsorciorj 
en columna de intercambio ionico de forma altamentQ,,,; 
eficiente, hallandose el efluente resultante practicamente 

< 

exento de contaminantes indeseables (IgA, IgM, enzimas* 

• « 

proteoliticos , . . .) , sin que ello comprometiera ei.^" 
rendimiento de la IgG o la distribucion de subclases. 

De forma mas sorprendente , los inventores ,,: 
comprobaron que en el efluente de columna altamente 
purificado y en las condiciones especificas propias de la 
invencion, podia reducirse ampliamente el PEG y el etanol 
residual presentes por ultraf iltracion, y concentrar la 
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voluntad. Ello permitla posteriores 
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tratamientos de inactivacion vlrica (eventual tratamiento 
a pH acido, pasteurizacion, solvente-detergente) 
encadenados y sin producir una desnaturalizacion profunda 
(detectable por la ausencia de formacion de particulas y 
5 coloides) , ni apenas agregacion (1-2 % de polimeros 
solubles de alto peso molecular) . Este reducido contenido 
de polimeros es atribuible a la presencia de un 
carbohidrato (entre otros componentes) que estabilizan la 
solucion en todas las operaciones que preceden a la 

1 0 pasteurizacion. 

Los inventores tambien descubrieron, muy 
sorprendentemente, un metodo diferente a los descritos por 
la tecnica para eliminar o reducir los reactivos && r 

- t» o » 

inactivacion viral por solvente-detergente, adicionados en 
15 la etapa precedente, en base a precipitar la #r 
aammaalobulina con PEG y mantener los reactivos quimicos 
diluidos en solucion y a baja temperatura para favorecer 
la reduccion del contenido de micelas. Luego, separar el- ( *- 
precipitado por microf iltracion en flu jo tangencial, y" *j 

© •> .'. 

20 seguidamente proceder al lavado del material retenido pars : 
conseguir desplazar totalmente dichos reactivos. Ej*-— ' 
precipitado era solubilizado directamente en el mismo t 

* V 

equipo de microf iltracion al ponerlo en contacto con un^;;; ; 

• * • 

solucion apropiada y sin necesidad de manipulacion fisical.,.! 

• » 

« 

25 La solucion obtenida por el procedimient©- r 

a 

descrito, a pesar de contener solo un 1-2% de polimeros/"" 
no se considero aceptable para su administracion 
intravenosa. Los inventores observaron, sorprendentemente, 
que diluyendo apropiadamente el anterior precipitado 
30 solubilizado, de forma que se alcanzase unas determinadas 
concentraciones de PEG y del carbohidrato (previamente 
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anadido) , se insolubilizaban los agregados de alto peso 
molecular cuando se llevaba a un determinado rango de pH, 
y estos se separan totalmente de la mayoria de los 
monomeros y dimeros de la solucion. Se comprobo que la 
5 concentracion del carbohidrato (pref erentemente un 
azucar-alcohol) , asi como del PEG, eran determinantes para 
evitar la coprecipitacion de monomeros/dlmeros de IgG y 
recuperar la maxima IgG en la solucion. El precipitado 
formado podia separase facilmente por microf iltracion 

10 tangencial o por f iltracion convencional . El filtrado 
resultante, exento de agregados, diafiltrado por 
ultraf iltracion a unas condiciones concretas de proceso 
que forman parte de la invencion, daba lugar a un productc? 
que eventualmente podria filtrarse por membranas de 

15 retencion de virus y finalmente concentrarse (al 5% 6 10% 

♦ 

de gammaglobulina) con ausencia o muy bajo contenido de 
los reactivos quimicos adicionados en el proceso. 

El metodo de la invencion supera el estadq^ * : 
actual del arte solventando totalmente las deficiencia^ 
20 habituales de las anteriormente citadas gammaglobulinas"": 
comerciales. La gammaglobulina obtenida (al 10% de 
concentracion de IgG) se halla practicamente exenta (o no 

* a 

c 

detectable) de : polimeros o agregados de alto pesQ"; 

molecular (monomeros + dimeros >99%, y pref erentemente... 
25 >99,9%); contaminantes proteicos distintos de la 

gammaglobulina; IgA (<0 f 003 mg/ml) ; IgM (<0 / 002 mg/ml);" = * 

PKA (<2,77 Ul/ml) y calicreina; plasmina y plasminogeno ; 

albumina; tri-n-butil fosfato (<3,6 ppm) ; polisorbato-80 

(<50 ppm) ; PEG-4000 (<500 ppm) . Presenta un alto contenido 
30 de las subclases mas labiles IgG 3 e IgG 4, e integridad 

molecular (fragmento Fc >100%), con baja capacidad para la 
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activacion espontanea del complemento (ACA < 1 CH50/mg 

proteina) . La formulacion llquida con sorbitol es estable, 

por lo menos 2 anos, tanto a 2°C-8°C como hasta 25°C. Junto 

a las excelentes caracteristicas de producto, se le agrega 

5 la maxima seguridad aportada en cuanto al riesgo de 

transmision de virus a traves de un derivado plasmatico, 

teniendo en cuenta la capacidad potencial de inactivacion 

del solvente-detergente , la pasteurizacion, la eventual 

incubacion a pH acido, y la eventual filtracion de virus 

10 (nanofiltracion) , asi como las etapas de proceso que 

contribuyen a reducir la carga viral (precipitacion con 

etanol, precipitacion con PEG, adsorcion por carga ionica, 

« 

etc.) - Por otro lado, es importante resefiar que el proceso 
integro puede efectuarse en menos de 5 dias en unas 

1 5 instalaciones adecuadas y el rendimiento de IgG f inal^- 
puede superar los 4,5 g por litro de plasma de partida. „ 

A continuacion se explicara de manera detallada 
el procedimiento objeto de la presente invencion. 

Se parte de una precipitado rico en IgG obtenidc?* 

20 por fraccionamiento etanolico del plasma humano;^ 
pref erentemente de la fraccion II+III del metodo de Cohn^ 
Cada kg de dicho precipitado se suspende en una solucion 

• * 

acuosa, pref erentemente a razon de 5 kg a 25 kg de un?;;;, 

• • • 

• • • 

solucion que contiene un carbohidrato , pref erentemente udl..! 
25 azucar-alcohol , y mas pref erentemente sorbitol a una * r 

c 

concentracion (p/v) comprendida entre el 2% hasta el 10%.'" 
Como amortiguador de pH se utilizan pref erentemente iones 
fosfato y acetato, a una concentracion tal que el pH de la 
suspension acuosa de la fraccion II+III se halla entre 4,8 
30 y 5,8, y la conductividad no excede de 2 mS/cm. Despues de 
un tiempo minimo de agitacion, pref erentemente superior a 
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1 hora, se procede a precipitar la mayoria de las 
globulinas extraidas acompanantes a la IgG con PEG de peso 
molecular nominal de 4000 pref erentemente , en un rango de 
concentracion (p/p) del 2,5% hasta el 5,5%, y a la 
5 temperatura preferente de 2°C-8°C. Seguidamente , y antes 
de proceder a la separacion del precipitado, se anade 
pref erentemente un adsorbente de llpidos y lipoprotexnas , 
como por ejemplo la bentonita, asl como pref erentemente un 
coadyuvante de filtracion, como por ejemplo el 

10 Hyf lo-supercel o Celite (ambos comercializados por J. 

Manville) o equivalentes , de forma tal que favorezca la 
f iltrabilidad de la suspension. El precipitado formado es 
retenido pref erentemente por f iltracion-prensa utilizandc 
hojas o placas filtrantes de profundidad de celulosa 

15 (grados, 50 SA de la marca Cuno, o KS-80 o K-200 de la. 
marca Seitz, o equivalentes) de forma que el filtradq 

*» 

obtenido tiene una turbidez inferior a 5 NTU (unidades 
nef elometricas de turbidez) . Opcionalmente, el precipitado. * 

• o 
0 •> • 

puede separarse de forma combinada por centrif ugacion 
20 filtracion. Si el precipitado ha sido retenido por 

f iltracion-prensa , este puede ser lavado con una solucio^..^' 
apropiada ajustada a una concentracion de PEG, iones 

o 

f osf ato-acetato y pH, equivalente a las condiciones de 

» 

ajuste de la precipitacion , favoreciendo ello una mayo£. ow t 

25 recuperacion de IgG. 

El filtrado obtenido se lleva a un pH de entre " 
5,7 a 6,3, pref erentemente por adicion de solucion diluida 
de hidroxido sodico, y se somete a clarif icacion en llnea 
con la inyeccion a una columna de intercambio ionico. 

30 La columna de intercambio ionico contiene 

resinas con ligando anionico, pref erentemente las del tipo 
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dietil amino-etil (DEAE) , unida a una matriz insoluble del 

tipo agarosa, o pref erentemente DEAE-agarosa, y 

comercialmente conocidas por Sepharose, pref erentemente 

las que poseen alta capacidad dinamica (FF o fast-flow) . 

La columna utilizada, pref erentemente es del tipo de 

distribucion en flujo radial, siendo pref erentemente con 

un recorrido (o altura de lecho) de entre 8 cm-15 cm. El 

filtrado se ajusta a una caudal pref erentemente inferior 

a cuatro volumenes de columna por hora, inyectandose en la 

columna que contiene empaquetadas las resinas, hasta 

agotar la solucion, de forma tal que la cantidad 

introducida, equivalente a material de partida inicial 

« • 

(fraccion II+III, pref erentemente) , se halla 

pref erentemente entre 1 g-2,5 g por ml de resinas. Una vez 
finalizada la carga de la solucion, se lava la columna r 
pref erentemente con 2,5 volumenes hasta 4,5 volumenes de^ 
columna de una solucion de fuerza ionica y pH similar a la 
solucion del producto previamente inyectada. r 

c 

El liquido efluente durante la carga y lavado^ 

o excluido de columna (fraccion no adsorbida) , se, 

ultrafiltra con el fin de reducir el contenido de PEG y* 

« 

obtener la adecuada concentracion de proteina para llevar. 
a cabo las posteriores etapas de inactivacion virica. Lai 

c 

membrana de ultraf iltracion preferente tiene un corte- 
molecular nominal de 100 kDa, y pref erentemente construida 
con polisulfona (o sus derivados) de las marcas 
comerciales Millipore o Pall-Filtron . Inicialmente la 
solucion se ajusta a pH entre 5,0 y 5,5 por adicion de un 
acido debil (por ejemplo acetico diluido) y se mantiene a 
la temperatura de 2°C-8°C, iniciandose la filtracion a una 
presion transmembrana de entre 1,5 bar-2 bar, 



pref erentemente . Despues de reducir el volumen, 
pref erentemente hasta la mitad del inicial, se diafiltra 
pref erentemente a volumen const ante empleando, 
pref erentemente, entre 1-3 volumenes de agua para 
inyeccion. Luego, se lleva el pH de la solucion a 4,0-4,8, 
y pref erentemente entre 4,2-4,6, por adicion de un acido 
mineral. La presion transmembrana se ajusta a un valor 
inferior a 1,2 bar, y pref erentemente entre 0,5 bar y 1,0 
bar, y opcionalmente se concentra de nuevo mediante 
reduccion del volumen actual hasta la mitad. Se diafiltra, 
pref erentemente por adicion de no menos de 3 volumenes de 
una solucion que contiene un azucar-alcohol/ 
pref erentemente sorbitol a la concentracion (p/v) de entre 
2%-10% ajustado al pH de 4-5 con acido acetico. Finalmente 
se concentra de proteina hasta el valor requerido, 
pref erentemente hasta una densidad optica (a 280 nm) 
superior a 45 UA (unidades de absorcion) , siendo. 
posteriormente esterilizada por filtracion, usando 
membrana absoluta de 0,22 micras, pref erentemente . 
Opcionalmente, la solucion esterilizada y estabilizada 
(con el azucar-alcohol procedente de la solucion de 
diaf iltracion) , puede conservarse durante largo periodo de. 

tiempo a la temperatura de 2°C-8°C. ; 

<■> • 

En el momento de continuar el proceso, la 
solucion enfriada a 2°C-8°C puede llevarse eventualmente, 
a pH acido, pref erentemente entre 3,75 a 4,25, por adicion 
lenta de un acido mineral diluido a la temperatura de 
2°C-8°C. Pref erentemente, la solucion eventualmente 
ajustada de pH, se incuba a 2°C-40°C durante 0,5 horas a 
48 horas, y mas pref erentemente a pH entre 3,95-4,05 entre 
3 5°C-38°C durante 1 hora a 4 horas, en presencia del 
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azucar-alcohol, pref erentemente sorbitol al 2%-10% (p/v) 
afiadido en la diaf iltracion previa. Tambien eventualmente, 
y durante el tratamiento a pH acido por ejemplo, la 
solucion puede filtrarse de virus a traves de una membrana 
5 de poro nanometrico, pref erentemente con tamano de poro 
comprendido entre 15 nm y 50 run, como por ejemplo los 
filtros de 50 nm (DV50 de la marca Pall) , de 35 nm 
(BMM-Planova 35N de la marca Asahi) , de 20 nm (DV20 de la 
marca Pall), de 1 5 nm (BMM-Planova 1 5N de la marca Asahi), 
10 o de poros equivalentes . 

Finalizado el eventual tratamiento a pH acido, 
se lleva a 2°C-8°C y se alcaliniza la solucion por adiciorc..*:* 

r 

preferente de una base fuerte diluida alcanzando el pH un- • 
valor comprendido entre 4,7 y 5,2. Se anade seguidamente 
15 un carbohidrato como estabilizante , pref erentemente un 
azucar-alcohol y mas pref erentemente sorbitol, a una 
concentracion (p/p) final preferente de entre 25%-35%. Se . 

« ■ • 

pasteuriza a 60°C-62°C durante 10 horas-12 horas/,.!^ 

a t 
a » • • 

pref erentemente en ambos casos. r m * . 

» * * » 

20 A continuacion, se diluye la solucion con agua 

* 

para inyeccion hasta que la concentracion del carbohidrato- 

• » •: 

o pref erentemente del azucar-alcohol, sea inferior al 25%. 

t .- t .i n 

(p/p) Y la proteina se halle comprendida entre 1% y 3% - : 

at r. a • r> 
f> • 

(p/v) . Una vez enfriada la solucion a temperatura 
25 ambiente, se anade una solucion concentrada de una mezcla/_, 
de solvente-detergente, formada pref erentemente por los 
reactivos alquil-f osf ato y detergente no ionico, y mas 
preferentemente por el tri-n-butil fosfato y el 
polisorbato-80 , de forma tal que la concentracion final 
30 (p/v) se halla preferentemente al 0,3% y 1% de los dos 
reactivos respectivamente. La incubacion se efectua a 



24°C-28°C durante un periodo de entre 4 horas-8 horas 
pref erentemente en ambos casos. (La solucion inactivada de 
Virus se halla a partir de entonces en una area de 
seguridad viral exclusiva para productos inactivados, 
dentro de la cual se efectuan las operaciones restantes) . 

Posteriormente se diluye la solucion con agua 
frla para inyeccion, pref erentemente adicionando entre 1 
kg a 2 kg del agua por cada kg de solucion, . precipitandose 
practicamente toda la proteina presente por adicion de 
suficiente cantidad de PEG (de peso molecular 4000 
preferentemente) , llevando la solucion a una concentracion 
final (p/p) entre 12% y 17% de PEG, y ajustando. 
previamente el pH entre 7,0 y 9,0, preferentemente entre, 
pH 7,8 y 8,4, a la temperatura preferente de 2°C-8°C. 
Despues de un tiempo prudencial de homogeneizacion, 
preferentemente superior a 1 hora (en agitacion) y de un 
eventual reposo, se inicia la retencion del precipitado en 
un equipo de filtracion sobre membrana de flujo tangencial- 

• 

<> 

(TFF) , separandose el liquido filtrado, que contiene entre; 
otros, los reactivos de inactivacion utilizados en la r 
anterior etapa solvente-detergente. La membrana de 
filtracion tangencial preferente es la construida con' 

m 

fluoruro de polivinilideno (PVDF) de la marca Millipore:' 
(conf iguracion Prostak o modelos equivalentes) . Otros' 
materiales compatibles con los reactivos que contiene la 
solucion, como la polisulfona, puede opcionalmente 
utilizarse en lugar del PVDF. El tamario de poro de la 
membrana de filtracion se halla entre 0,1 micras y 0,45 
micras, preferentemente. La separacion del filtrado se 
lleva a cabo a una presion transmembrana inferior a 1,5 
bar . 
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Una vez el volumen de la suspension inicial se 
ha reducido hast a 4 veces-8 veces pref erentemente , se 
inicia el lavado del precipitado retenido por adicion a 
volumen constante de una solucion que contiene PEG, 
preferentemente a la misma concentracion que la usada en 
la precipitacion precedente, y preferentemente el mismo 
carbohidrato utilizado en la pasteurizacion, 
preferentemente un azucar-alcohol, a una concentracion 
(p/p) entre 5% y 20% preferentemente. Despues de consumir 
preferentemente entre 4 volumenes y 6 volumenes de la 
anterior solucion de lavado se procede a solubilizar el 
retenido con una solucion acida a un pH inferior a 5,5 que: 
contiene preferentemente el mismo carbohidrato utilizado 
en las etapas anteriores. Preferentemente la solucion esta 
15 formada por acido acetico entre 1 mM y 10 mM a la cual se" 
ahade un azucar-alcohol a una concentracion (p/p) 
preferente entre 5% y 20%, y se ajusta con un alcali hasta 
pH 4,0-4,5- La temperatura de la solucion no excede de* 
37°C, y preferentemente se halla entre 2 q C-8°C. Se anade .„ . 
20 una cantidad de solucion acida para la solubilizacion 
entre 2,5 veces y 4,5 veces la cantidad de suspension. De 
esta forma la concentracion (p/p) final de PEG se situa_ 
entre 2% y 4%, y preferentemente entre 2,8% y 3,4%;* 
hallandose el azucar-alcohol preferentemente entre 5% y 
25 20%. Se deja la solucion de solubilizacion en contacto con 
el precipitado retenido mediante recirculacion hasta 

lograr su total disolucion. 

El producto solubilizado se lleva a un pH 
comprendido entre 7,5 y 8,5, y preferentemente entre 7,8 
y 8,3, por adicion de un hidroxido alcalino diluido o una 
base debil aceptable, siendo la temperatura preferente de 
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'2°C-8°C. Despues de homogeneizar , el precipitado formado 
puede separarse preferentemente a traves del mismo equipo 
de TFF anteriormente utilizado, recuperandose el filtrado 
como producto de interes. Otra forma de proceder es la 
sustitucion del equipo de TFF por filtros de membrana, 
placa o cartuchos multicapa (prof undidad) desechables . 

El filtrado obtenido, libre de agregados de alto 
peso molecular asi como de la mayor parte de los reactivos 
del solvente-detergente, se lleva a pH entre 5-6 
preferentemente, por adicion de acido diluido. 

La solucion se ultrafiltra con el fin de reducir 
el contenido de PEG y de otros compuestos de bajo peso 

e 

molecular, y obtener la adecuada concentracion de proteina. 
para ajustar el producto a la formulacion final. La 
membrana de ultraf iltracion preferente tiene un corte* 
molecular nominal de 100 kDa, y preferentemente construida 
por polisulfona (o sus derivados) de las marcas 
comerciales Millipore y Pall-Filtron . Se inicia lcf 
ultraf iltracion a una presion transmembrana de entre 1,5! 
bar-2 bar, preferentemente. Despues de reducir el volumen,' 
preferentemente hasta 1/2 a 1/3 del inicial, se diafiltra' 
preferentemente a volumen constante, empleando 
preferentemente 1 volumen de agua para inyeccion. Luegoj" 
se lleva el pH de la solucion a 4,0-4,8 y preferentemente 
entre 4,2-4,6 por adicion de un acido mineral diluido. La 0 
presion transmembrana se ajusta a un valor inferior a 1,2 
bar, y preferentemente entre 0,5 bar y 1,0 bar, y se 
concentra de nuevo mediante reduccion del volumen actual 
hasta 1/2 a 1/3 del inicial. Se diafiltra preferentemente 
por adicion de no menos de 5 volumenes de una solucion que 
contiene un azucar-alcohol , preferentemente sorbitol a una 
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concentracion (p/v) de entre 2%-10% ajustado al pH de 4-5 
con acido acetico. La anterior solucion diafiltrada y 
preferentemente concentrada al 1%-3% (p/v) de proteina, se 
ajusta de pH entre 4.4 y 5.0 si fuese necesario y se 
calienta preferentemente a 25±5°C. Despues se procede a 
una eventual filtracion de virus por membranas de 
retencion de poro nanometrico igual o inferior a 50 nm 
nominal, y preferentemente de 20- nm nominal 
aproximadamente (DV20 de la marca Pall) con una 
recuperacion de proteina superior al 90% y una 
product ividad superior a 1 kg de proteina/m 2 de area de 
filtracion en menos de 24 horas de proceso, o tambieij., 
preferentemente las comprendidas entre 15-20 nm nominales,, 
(BMM-Planova 1 5N o P21 , ambas de la marca Asahi; VNF 
"Parvo" de Millipore) con recuperacion de proteina" 

superior al 80%. 

Finalmente se concentra de proteina por 

ultrafiltracion con membranas de 100 kDa, o menor tamano. 
de corte molecular nominal, hasta el valor requerido,; 
preferentemente hasta una densidad optica (a 280 nm) fina l" 
aproximadamente de 7 5 UA, para obtener una concentracion 
de IgG del 5%, 6 a unas 150 UA para la concentracion dej* 
1 0% . 

La solucion, adecuadamente formulada segun la 
concentracion del estabilizante (azucar-alcohol) de la 
solucion de diaf iltracion, se lleva a un pH de 5-6 y se 
clarifica por filtros de profundidad (grado 90LA de la 
marca Cuno, o equivalente) . Se esteriliza por filtracion 
absoluta usando membrana de 0,22 micras y luego se 
dosifica a envases de vidrio. El producto pasa una 
cuarentena minima de 15 dias a 2 5°C, mostrandose la 
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solucion translucida y exenta de particulas visibles. El 
producto es estable a las temperaturas de 2°C-8°C y hasta 
25°C. 

A continuacion se describen varios ejemplos de 
aplicacion como inf ormacion no limitativa de la invencion: 

Se suspendieron 90,0 kg de la pasta fraccion 
II+III (lote 9003; equivalentes a 1490,9 litros de 

plasma de partida) , obtenida segun el metodo de Cohn, en 
1323 kg de una solucion de extraccion formada por fosfato 
disodico 5 mM y sorbitol a un 5% (p/v) ajustada a pH 4,83 
por adicion de 23,0 1 de acido acetico 0,5 M. Despues d^ 

a. 

1 hora en agitacion y de ajustar el pH de la suspension a 
5,05 por adicion de 1 , 4 1 de acido acetico 0,5 M, se dejo 

2 horas mas en agitacion entre 2°C-6°C. Se comprobo que el' 

pH no habia variado y la conductividad era de 1,05 mS/cm; 

Luego, y bajo suficiente agitacion, se anadieron 135,5 kg 

de solucion de PEG-4000 (al 50%) . Seguidamente se. 

• 

adicionaron 3600 g de bentonita, y despues de reajustar ell 
pH a 5,03 con 2 1 de acido acetico 0,5 M, se dejo' 
precipitar durante unas 4 horas en reposo. Justo antes de 
proceder a la separacion del precipitado por filtracion;/ 

c 

se anadio bajo agitacion Hyf lo-supercel a razon de 32,5 <J 
por cada kg de suspension y seguidamente se filtro por 

■ V 

placas de profundidad (marca Cuno, grado 50 SA) empleando 
un f iltro-prensa adecuado para la retencion del 
precipitado. Por un lado, se recogieron en total 1768 kg 
de liquido filtrado (que incluia un post-lavado) , 
transparente y ligeramente amarillento, con una densidad 
optica (a 280 nm) de 8,38 UA y una turbidez de 2,7 NTU, y 
por otro lado se obtuvieron 188,3 kg de precipitado que se 
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desecharon. 

La anterior solucion filtrada se ajust6 a pH 
5,92 por adicion de 8000 ml de hidroxido sodico 0,5 M, 
siendo la conductividad de la solucion resultante de 1,113 
mS/cm. 

Con suficiente antelacion se preparo una columna 
de flujo radial (marca Sepragen) de intercambio de iones 
que contenia 50 1 de resinas DEAE-Sepharose FF (de 
Amer sham-Pharmacia) , empaquetadas radialmente con un 
espesor de lecho de unos 10-12 cm. La columna fue 
equilibrada con una solucion de acetato sodico y acido 
acetico de fuerza ionica y pH equivalentes a la solucion: 
del producto. Posteriormente se inyecto en columna la- 
solucion del producto, filtrandose en linea durante la 

a 

carga, a un caudal tal que la duracion del proceso fue de 

12 horas y 18 min. Finalmente se efectuo un post-lavadc 
con 180 kg de la solucion del equilibrado previo de^ 
columna. Se recogieron en total 1930 kg del efluente de*. 
columna (fraccion no adsorbida) , que contenia". 
esencialmente IgG corao unico componente proteico, con un, 
pH de 5,99, conductividad de 1,081 mS/cm, turbidez de 2,4 
NTU y densidad optica (a 280 nm) de 6,95 UA. 

La solucion se ajusto a pH 5,19 por adicion de* 

a i 

13 1 de acido acetico 0,5 M y se concentro hasta 1030 kg 
por ultrafiltracion con membranas de 100 kDa de corte 
molecular marca Biomax A-2 (de Millipore) , a una presion 
transmembrana de 1,95-2,20 bar y a unos 4°C de 
temperatura, desechandose el filtrado con densidad optica 
(a 280 nm) <0,150 UA. Seguidamente se diafiltro a volumen 
constante con 2054 kg de agua para inyeccion, siendo la 
conductividad final de la solucion retenida de 0,164 
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mS/cm. Luego, y sin detener la ultraf iltracion, se llevo 
a pH 4,26 por adicion de acido clorhldrico 0,2 M frlo y se 
continuo la diaf iltracion a volumen constante, en esta 
ocasion frente a 3833 kg de solucion de sorbitol al 5% 
(p/p) y acido acetico 2 mM ajustada a pH 4,12, a una 
presion transmembrana de 1,05-1,10 bar y a unos 4°C. 
Finalmente, se concentro el retenido hasta que su densidad 
optica (a 280 nm) alcanzo 72,7 UA. Luego, se post-lavo el 
equipo con la solucion de diaf iltracion de forma que se 
obtuvieron 233,5 kg del bulk con una densidad optica (a 
280 nm) de 55,5 UA, procediendose luego a la 

a 

esterilizacion por f iltracion a traves de membrana de 0,22* 

• * • 

micras de poro (filtro tipo CVGL de Millipore) . 

La solucion esterilizada y enfriada a 6,0°C, se •.: 
llevo a pH 4,00 por adicion lenta de 7250 ml de acido_ 

.-ft 

clorhldrico 0,2 M frio, monitorizando el pH durante dicha 

adicion. Despues se precalento rapidamente la solucion^ 

bulk en un deposito con camisa de calefaccion y bajo\! 

■ • 

agitacion, termostatizandose a 36 , 5°C-37 , 3°C durante 4 : .. 
horas. 

Finalizado el tratamiento se enfrio la solucion 

<» 

y se estabilizo por adicion de 114,3 kg de sorbitolr: 

solido, agitandose hasta su total disolucion. Se llevo el" - : 

pH de la solucion hasta 4,85 por adicion lenta de 7000 ml"* 

> 

de hidroxido sodico 0,2 M frio. Se obtuvieron 388,8 kg de"* 
la solucion, con una turbidez de 1,41 NTU y densidad 
optica (a 280 nm) de 36,0 UA. Inmediatamente se pasteurizo 
dicha solucion entre 60 , 1 °C-60 , 7°C durante exactamente 10 
horas . 

Posteriormente se enfrio y diluyo por adicion de 
131 kg de agua para inyeccion fria, obteniendose una 
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densidad optica (a 280 run) de 27,5 UA. A los 507 kg de la 
solucion diluida actual se le anadieron 51,2 kg de 
solucion concentrada de SD, formada por tri-n-butil 
fosfato al 3% (p/v) y polisorbato-80 (Tween-80) al 10% 
5 (p/v) , y se incubo entre 25,8°C y 26,4°C durante 6 horas 

exactamente . 

Inmediatamente la solucion tratada con SD se 

diluyo con 841,5 kg de agua para inyeccion fria y se 

ajusto el pH a 8,05 por adicion de 4200 ml de hidroxido 

10 sodico 0,5 M, anadiendose luego, lentamente y bajo 

agitacion, 654,3 kg de solucion de PEG-4000 al 50%,^^ 

dejandose precipitar a la temperatura de 2,6°C-3,8°C. : 

• * 

Los 2065 kg de la anterior suspension -de 
precipitado con PEG se concentraron hasta 400 kg en un 
15 equipo de microf iltracion en flu jo tangencial (TFF) por.. .;. 
membrana de 0,22 micras de poro (tipo Prostak de 

Millipore) , a una presion transmembrana de 0,1-0,3 bar y"—.. : 

• • • • 
• * 

a 3 6°C-5,0°C. Posteriormente se lavo a volumen constante*.../ 
la suspension del precipitado retenido en el TFF con 2000 .* 

r 

20 kg de una solucion de contenia PEG al 15% (p/p) y sorbitol 
al 8% (p/p) ajustada a pH 7,97. 

A continuacion, la suspension retenida serr; 

■» C 9> 

solubilizo al adicionar 1226 kg de solucion de sorbitol 
14% (p/p) y acido acetico 4 mM ajustada a pH 4,14 con***-' 

25 hidroxido sodico. La solucion se dejo en contacto 
recirculando en el equipo de TFF hasta solubilizacion 
total (25 min) . A continuacion se llevo el pH de la 
solucion a 8,03 por adicion lenta de 6500 ml de hidroxido 
sodico 0,5 M y, despues de unos 15 min de agitacion, se 

30 inicio la filtracion por el mismo equipo de TFF (con 
membranas de 0,22 micras de poro) recuperandose la IgG en 
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el filtrado. Despues de recoger 1474 kg del filtrado, se 
inicio un lavado de la suspension retenida con una 
solucion de caracteristicas de composicion similares a la 
suspension, obteniendose finalmente 1827 kg de filtrado 
total. El pool de filtrado tenia una densidad optica (a 
280 nm) de 5,66 UA, turbidez de 1,99 NTU y conductividad 
de 0,158 mS/cm. 

La solucion se llevo a pH 5,53 por adicion de 
3000 ml de acido acetico 0,5 M y se concentro por 
ultraf iltracion con membranas de 1 00 kDa de corte 
molecular (serie Omega de Pall-Filtron) a una presion 
transmembrana de entre 1,75-1,95 bar, reduciendose el* 
volumen hasta obtener 739 kg. Se diafiltro a volumen* 
constante frente a 736 kg de agua para inyeccion, 
anadiendose posteriormente 5600 ml de acido clorhidrico 
0,2 M hasta pH 4,51. Luego, se redujo la presion 
transmembrana a 0,6-0,9 bar y se concentro hasta 296 kg,: 
iniciandose inmediatamente una diaf iltracion a volumen: 
constante frente a 2072 kg de solucion de sorbitol 5% 
(p/p) que contenia acido acetico 2 mM ajustada a pH 4,16.: 
Una vez consumida la anterior solucion, se concentro hasta 
un valor de densidad optica de 142,5 UA, con el fin de* 
preparar dos soluciones a las concentraciones de IgG del" 
5% y del 10%. Dichas soluciones ajustadas a pH 5,25 se 
filtraron por placa de profundidad (marca Cuno, grado 90 ' 
LA) y membrana absoluta de 0,22 micras de poro (tipo CVGL 
de Millipore) , dosif icandose posteriormente a frascos de 
vidrio de 10 ml, 50 ml, 1 00 ml y 200 ml. El rendimiento de 
produccion final de las soluciones ajustadas, en cuanto a 
gramos de IgG por litro de plasma de partida, fue de 4,68. 
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Ejemplo 2 

Se procesaron varios lotes de IGIV, cada uno a 
partir de 90 kg de fraccion II+III, de la forma descrita 
en el metodo de la invencion, sometiendose el producto 
final (IGIV 5% en vial de 50 ml) a un riguroso control 
analitico con el fin de comprobar la consistencia de su 
calidad. Los resultados obtenidos se reflejan el la tabla 
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N.D., no determinado. 



La proteina se determino por la tecnica de 
Bradford usando gammaglobulina como patron. La turbidez se 
midio por nefelometrla cuantif icandose con respecto a una 
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solucion patron. Se determino la pureza de gammaglobulin 
con respecto al total de proteinas detectadas por 
electroforesis en placa de acetato de celulosa y tincion 
con negro amido. Los polimeros (o agregados moleculares 
superiores a dimeros de gammaglobulina) y las fracciones 
proteicas de bajo peso molecular, se determinaron por HPLC 
en columna de exclusion en gel (columna TSK G-3000 SW de 
Toyosoda) , cuantif icandose el % de la distribucion de las 
formas moleculares indicadas con respecto al total de 
proteinas detectado, segun valor de densidad optica a 280 
nm. El PEG se determino por columna de filtracion en gel 
HPLC (columna TSK G-3000 SWXL) utilizando un detector de : ' 
Indice de refraccion. La concentracion de sorbitol se 
cuantifico por un metodo enzimatico. El polisorbato-80 se ; .., 
analizo por un metodo colorimetrico y el TNBP mediante 
cromatografia de gases. El activador de precalicreina 
(PKA) se midio por ensayo cromogenico. Las proteinas:'. 
acompanantes IgA e IgM se determinaron por:*" 

« • k . 

inmunonefelometria. La actividad anticomplementaria (ACA) 
se determino segun metodo de la Eur.Phar. basado en la" " 
determinacion del complemento residual tras incubarlo en..,, 
presencia o ausencia de la muestra. !*:.\ 

Ej^mpln 3 

En el proceso de la invencion los reactivos""' 
quimicos de inactivacion virica anadidos son reducidos por 
precipitacion con PEG y lavado en un equipo de TFF. 
Despues de algunas investigaciones, se establecio un 
metodo sencillo que de forma indirecta permitia 
monitorizar durante el proceso de TFF la concentracion de 
dichos reactivos. Teniendo presente que la densidad optica 
a 280 nm del filtrado por TFF procede basicamente de la 
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concentracion del detergente no ionico y de restos de 
protelnas solubles que escapan junto al liquido filtrado 
(el PEG no absorbe en el rango de 245-280 nm) , se procedio 
a corregir la aportacion de la protelna por lectura a 24 5 
nm en la cual se detecta un mlnimo de absorcion de esta y 
que contrariamente es muy elevada para el detergente 
(aproximadamente 14,5 veces superior a la protelna, en el 
caso del polisorbato-80 comercial) - 

Entonces, y en base a lecturas de densidad 
optica a 280 nm y 245 nm, se efectuo el seguimiento de la 
etapa de proceso de TFF para demostrar la eficacia de la 

concentracion y lavados de cara a la reduccion del SD. De* 

* 

acuerdo al procedimiento de medicion desarrollado , se 
cuantifico el SD residual correspondiente al proceso del 
anterior Ejemplo 1 . Los resultados se indican en la tabla 
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Tabla 2 



1 0 



1 5 



20 



25 



30 



35 




(1) El % de D.O. a 280 nm procedente del SD se calculo 



« 
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partir del cociente de D.O. (245 nm/280 nm) , dividido por 
el factor de absorcion relativa a 245 nm entre SD y 
proteina de 14,5, y multiplicado por 100. 

(2) El % de recuperacion de la concentracion de SD se ha 
calculado de acuerdo a los valores de D.O. a 280 nm de la 
etapa correspondiente con respecto al hallado al inicio de 
concentracion (0,339), corregido por el % de D.O. aportado 
(aproximadamente) por el SD, de acuerdo a la siguiente 
expresion: % recuperacion - ( lectura D.O. (280 nm) / 
0,339 ) x ( % de D.O. del SD / 1 00 ) . 
N.D., no determinado. 
n . a . , no aplicable . 

Los resultados muestran la evolucion de la 
reduccion del SD (polisorbato-80) durante la concentracion 
y lavado, obteniendose al final, despues de 5 volumenes de 
lavado, solo el 2,74 % de la concentracion inicial. Por 
consiguiente, el factor de reduccion es de 36,5 veces; 
(100% / 2,74%) que corregido por el incremento de- 
concentracion de proteina de x 5 (2065 kg / 400 kg), se* 
obtiene un factor de reduccion real de 182 veces . : 
Entonces, y de acuerdo a los anteriores valores, se. 

calcula que la concentracion de polisorbato-80 en el: 

•» 

precipitado retenido seria algo inferior a 100 ppm y a una* 
concentracion de proteina aproximada del 2%. 

Obviamente, para alcanzar una concentracion de 
<100 ppm al 5% y 10% de proteina, aun debe reducirse mas 
de 5 veces la cantidad del polisorbato presente. Ello es 
posible con el posterior uso de membranas de 
ultrafiltracion de 100 kDa, puesto que la concentracion 
del polisorbato se ha reducido suf icientemente hasta un 
valor proximo al de formacion de micelas, posibilitado 



ello su separacion. Para el lote del presente Ejemplo, la 
concentracion hallada en producto final (al 5% de IgG) fue 
< 30 ppm, inferior al limite de cuantif icacion de la 
tecnica analitica . 

Otros dos lotes n^ 8006 y 8007, fueron 
procesados a escala preparativa de la misma forma que en 
el presente Ejemplo 3. Se precipito con PEG, 
concentrandose y lavandose en un equipo de TFF con el 
mismo tipo de membranas anteriormente utilizadas, si bien 
en esta ocasion el numero de volumenes de solucion de 
lavado fueron de 4 y 2 , 5 para los lotes 8006 y 8007, 
respectivamente. Despues de diafiltrar y concentrar por 
membranas de 100 kDa hasta la concentracion final (del 5% 
de IgG) , se determino la concentracion de polisorbato 
residual de cada lote en producto final (IGIV 5%) . Los. 
valores hallados (incluyendo el lote 9003) se reflejan 
en la tabla 3. 

* 

Tabla 3 : 



N 2 de proceso 


N2 de 
volumenes de 
lavado (en el 
TFF) 


Concentracion 
de 

polisorbato 
en producto 
final 
IGIV 5% (ppm) 


9003 


5 


<30 


8006 


4 


50 


8007 


2,5 


200 



Los resultados de la anterior tabla 3 muestran 
la dependencia entre la cantidad de polisorbato residual 
y el numero de volumenes de lavado, demostrando que el 



lavado por TFF, y en las condiciones de la invencion, es 
una etapa clave para la reduccion efectiva del detergente 
no ionico (polisorbato) . De los valores hallados puede 
establecerse un minimo de 4 volumenes de lavado para 
asegurar restos inferiores a 100 ppm en producto final. 
Ejemplo 4 

Se procesaron varios lotes de IgG de acuerdo al 
metodo de la invencion, cada uno de ellos a partir de 90 
kg de fraccion II+III. Una vez obtenida la solucion 
purificada por columna de DEAE-Sepharose FF que contenia 
aproximadamente un 4% de PEG-4000, se ultrafiltro en todos^ 
los casos por una super ficie de 27,6 m2 de membranas de" 
polisulfona marca Biomax A- 2 de Millipore de 100 kDa de 
corte molecular nominal, en condiciones equivalentes a las m 
descritas en el ejemplo 1 . Las concentraciones de proteina, 
(segun valores de densidad optica) y de PEG-4000 
obtenidas, se muestran en la tabla 4. j" 

Tabla 4 \ 



N e DE LOTE 


PROTEINA (D.O. 280 
run, en UA) 


t 

CONCENTRACION 
PEG-4000 (mg/ml) 


9002 


49, 6 


5,20 


9003 


55,5 


4,92 


0001 


55,9 


4, 92 


0002 


54,1 


4, 83 


0003 


54,9 


5, 91 



La concentracion de PEG-4000 se determino por HPLC en una 
columna de exclusion en gel y usando un detector de indice 

de refraccion. 

En otro ensayo, realizado con un lote (n e 9001) 
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a escala preparativa (a partir de 8 kg de fraccion 
II+III), se llevo hasta la etapa del efluente de columna 
DEAE-Sepharose FF. Se ultraf iltro por membranas Biomax A- 2 
de 100 kDa de corte molecular, en las condiciones 
5 descritas en el ejemplo 1 adaptadas al tamano de lote. En 
esta ocasion, a diferencia del ejemplo 1 , se diafiltro 
frente a sorbitol 5% y sin ajustar el pH del producto a 
4,2-4,6, efectuandose la diaf iltracion a una presion 
transmembrana superior a 1,5 bar. Al final, la 
concentracion proteica aproximada correspondia a una D.O. 
(280 nm) de 4 5 UA y la concentracion de PEG era 33 mg/ml, 
o sea unas 6 veces superior a los valores hallados en la*"*"! 
tabla 4. El producto, procesado hasta pasteurizacion, 
genero un 4% de agregados, comportandose de forma.;, 

1 5 diferente a los lotes de la tabla 4 cuyos incrementos 

O " 9 «■ 

fueron de solo un 1,0%- 1,5% de dichos agregados. 

Los resultados de la tabla 4 demuestran que elr. ': 
procedimiento de ultraf iltracion de la invencion: 
(relativos a pH y presion transmembrana) resuelve muy\""* ? 
satisf actoriamente el objetivo de reducir ef icientemente'" 
el PEG para poder llevar la solucion a las concentraciones vn 

a 

de proteina y PEG adecuadas para los posteriores.II- 
tratamientos de inactivacion de virus. 
Ejemplo 5 

2 5 De acuerdo a la condiciones de la invencion, se 

procesaron varios lotes de producto. Estos, antes de 
efectuar la ultraf iltracion final, se llevaron a pH entre 
5,4-5,6 y se concentraron 2,5 veces por membranas de 100 
kDa, a una presion transmembrana de aproximadamente 1,5-2 
bar. Luego se lavaron con 1 volumen de agua para inyeccion 
y seguidamente se ajustaron de pH entre 4,3-4,5 por 
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adicion de acido clorhidrico 0,5 M, reduciendose la 
presion transmembrana a un valor inferior a 1 bar, y se 
concentraron 2,5 veces mas el volumen de sus respectivas 
soluciones. Finalmente se diafiltraron con 7 volumenes de 
una solucion de sorbitol 5% (p/p) que contenia acido 
acetico 2 mM ajustada a pH 4,2 con hidroxido sodico. 

Los resultados de concentracion de PEG residual 
en el producto final se hallan en la anterior tabla 2, con 
valores alrededor de los 200 ppm (0,02 %) al 5% de IgG. 
Teniendo en cuenta que la concentraciones de PEG y IgG de 
la solucion previa a la ultraf iltracion fueron 
respectivamente del 3,25% y 4 mg/ml aproximadamente, el* 
factor de reduccion de PEG (corregido segun proteina) es 

de 1000-2000 veces. 

Al igual que en los lotes anteriores, se efectuo^ 
una prueba a escala preparativa de la forma descrita en la 
invencion segun el Ejemplo 1 adaptado al tamano de lote., 
Se llevo la solucion de partida a pH 5,0 aproximadamente- 
y se concentro unas 4 veces por membranas de 100 kDa de" 
corte molecular. Luego se diafiltro a volumen constante en' 
el mismo equipo frente a 9 volumenes de solucion de^ 

o 

sorbitol al 5% a una presion transmembrana superior a 1 , 2 : 

c 

c 

bar. Los valores de concentracion de PEG y proteina, asi 
como el factor de reduccion de PEG, se hallan en la tabla' 
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Tabla 5 



Fase 



Solucion de 
partida (2) 

Solucion 
concentrada x 4 
veces 

1 2 VD con 
sorbitol 5% 

30 VD con 
sorbitol 5% 

53 VD con 
sorbitol 5% 

7 2 VD con 
sorbitol 5% 



Concentracion 
de PEG (mg/ml) 

32, 5 



Concentracion de 
protelnas (mg/ml) 

3,76 



Factor de 
reduce ion PEG 
(corregido) ( 1 ) 



1 



55,6 



14,9 



2,31 



n.d 



14,5 



11,6 



8,4 



14,9 (aprox.) 



14,9 (aprox.) 



14,9 (aprox.) 



14,9 (aprox.) 



n . a. 



8,74 



11 ,08 



1 5,43 



9 2 VD con 
sorbitol 5% y 
concentracion 
final 

IGIV 5% (final) 



20, 5 



62, 8 



26, 18 



1 5,2 



51 ,4 



28,80 



(1) El factor de reduccion se ha corregido en funcion de' 
la concentracion proteica. 



4- V 



(2) Solucion de partida correspondiente al filtrado con! 
PEG 3, 25% pH 8. 
n.d. , no determinado 
n.a., no aplicable 

Los resultados de la tabla 5 reflejan una 
discreta transf erencia de PEG a traves de membranas de 100 
kDa-en las condiciones de la prueba, debido principalmente 
al pH del medio >4,8 y a la presion transmembrana > 1,2 
bar. Por tanto, se comprueba que en las condiciones 
concretas de la invencion la reduccion de PEG es mucho mas 
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eficiente, en una magnitud del orden de unas 50 veces 
(comparacion de los factores de reduccion de 1000-2000 de 
los lotes anteriores y de 28,8 de la prueba actual). 
F jgmplo 6 

La pasteurizacion intermedia de la solucion de 
gammaglobulina, as! como el posterior tratamiento de 
inactivacion quimico por solvente-detergente, apenas 
induce a la agregacion molecular. 

Se procesaron varios lotes a escala industrial 
(a partir cada uno de 90 kg de fraccion II+III) de acuerdo 
al metodo de la invencion que con detalle se describe en 
el Ejemplo 1 . Una vez efectuada la incubacion a pH acido, 
la solucion de gammaglobulina a un 3,5% de concentracion, 
se estabilizo por adicion de sorbitol hasta una 
concentracion final aproximada del 33% (p/p) y el pH se 
ajusto a 4,80±0,05 por adicion de hidroxido sodico 0,5 M, 

hallandose la densidad optica (a 280 nm) entre 35,6 UA y c 

«> 

41,2 UA. Seguidamente se pasteurizo en bulk en un deposito 

r 

con camisa de calefaccion, a 60-61 °C durante 10 horas . La;, 
solucion se diluyo con agua fria para inyeccion hasta una : 
densidad optica (a 280 nm) entre 25,9 UA y 28,0 UA, de' 
forma que la concentracion de sorbitol era < 25% (p/p) en: 
todos los casos. Se enfrio a 25°C-26°C y se adiciono 
solucion concentrada (x 10 veces) de solvente-detergente : 
hasta conseguir unas concentraciones finales (p/v) del 1 %• 
de polisorbato-80 y del 0,3% de tri-n-butil fosfato. 
Despues de mezclar durante unos 30 min se dejo incubando 

6 horas a 25°C-26°C. 

Se determino el contenido de polimeros o 
agregados de alto peso molecular (determinados por HPLC) 
de la solucion antes y despues de pasteurizar, y despues 
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del tratamiento con solvente-detergente . Tambien se 
cuantifico la generacion de particulas coloidales durante 
la pasteurizacion por medida nef elometrica de la turbidez. 
Los valores obtenidos se han tabulado en tabla 6. 



Tahla 6 



1 0 



N2 
LOTE 


% DE POI 
AL1 


.IMEROS (O AG 
'0 PESO MOLEC 


REGADOS DE 
ULAR) 


TURBIDEZ (NTU) 


Antes de 
pasteu- 
rizar 


Despues 
de pas- 
teurizar 


Despues 
del SD 


Antes de 
pasteu- 
rizar 


Despues 
de pas- 
teurizar 


9002 


n.d. 


1 , 23 


N.D. 


1,5 


1,6 


9003 


n.d. 


1,16 


1 , 97 


1,4 


1 ,8 


0001 


n.d. 


1 , 04 


1,19 


5,9 


1 ,8 


0002 


n.d. 


1,21 


1 , 30 


2,3 


2,4 


0003 


n.d. 


1 , 35 


1,15 


1 ,7 


2,0 



n.d., no detectable 

r 

N.D., no determinado 

Los resultados demuestran que tanto los 

k ( • . 

tratamientos de pasteurizacion como de solvente-detergente : .~. : 
efectuados en las condiciones descritas de temperatura/ — 1 
tiempo y composicion del material (estabilizante , : * ' 
concentraciones de proteina y PEG, pH, ...), no promueven - . 
la desnaturalizacion de la gammaglobulina, teniendo er:"' 

^ *" 

cuenta el discreto aumento de agregados (<2%) y turbidez." : ' : 
Asimismo, a la concentracion (de aproximadamente el 3,5%)"\- 
de gammaglobulina del proceso es posible procesar grandes 
cantidades por lote de produccion. 

Ejgmpln 7 

Se efectuaron varias pruebas para establecer las 
mejores condiciones de carga para la purificacion en 
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columna de resinas intercambiadoras de iones. 

A partir de un mismo lote de fraccion II+III se 
realizaron varias pruebas a escala preparativa tomando 1 
kg del material de partida, hasta obtener la solucion 
filtrada procedente de la primera precipitacion con PEG, 
de acuerdo al metodo de la invencion. 

Para cada prueba, la cantidad requerida de 
solucion ajustada a pH 5,9-6,0 se clarifico' (filtro de 0,5 
micras) e inyecto a una columna de 65 mm 6 de 90 mm de 
diametro empaquetada con resinas DEAE-Sepharose FF (de 
Amersham-Pharmacia) hasta 1 3 cm - 1 7 cm de altura (excepto 
en un caso que se indica) . La carga se efectuo a 2°C-8°C 
y a un caudal tal que la duracion fue de 12-15 horas 6 de^ 
6 horas segun el caso, recogiendose todo el efluente de' 
columna y su correspondiente post-lavado realizado en cada 
prueba con 3,5 volumenes de columna de acetato sodico 10 
mM ajustado a pH 5,95+/-0,05 con acido acetico. » 

En la tabla 7 se reflejan los valores de la 
recuperacion de gammaglobulina y de la pureza 
electroforetica (en acetato de celulosa) del efluente- 



Tabla 7 



RELACION DE 
CARGA (g de 
fraccion 


! TIEMPO DE 


PUREZA DEL EFLUENTE 
(electrof oresis) 


(%)RECUPERA- 
Cl6N DE 


II+III / ml 
de res ma) 


CARGA 
(horas ) 


Albumina ( 1 ) 


(%) gamma 


GAMMAGLO- 
BULINA (2) 


4 , 0 




( + ) 


97,2 


97 


2,5 






98,7 


95 


2,25 






98,3 


1 05 


1 ,25 


1 2-15 




97,7 


97 


0, 875 






100 


98 


0, 625 






100 


100 


1 ,65 


6 


(+++) 


85,6 


n.d. 



ausencia detectable; (+) 
abundante (contaminante 



n.d., no determinado 

(1) Los simbolos: (-) indica 
indicios; (+++) presencia 
rnayoritario) . 

(2) Calculo de la recuperacion en % de acuerdo al valor de ; 
protelna total (segun D.O. a 280 nm) y pureza 

(electroforetica) del efluente de columna con respecto a- 
la solucion de carga inicial. 

Aplicando una carga de 2,5 g de fraccion II+III 
por ml de resinas 6 inferior, se consigue una adsorcion 
casi total de los contaminantes principales detectables: 
por electroforesis (ausencia de albumina) y sin que ello: 
repercuta en la recuperacion de gammaglobulina, la cual es 
excelente en todo el rango estudiado. Sin embargo, se' 

r- 

restringe de forma preferencial el rango inferior de carga 
a V g fraccion II + III por ml de resinas para evitar la 
utilizacion de columnas de volumen excesivo. Por otro 
lado, y como cabia esperar, el caudal de inyeccion a unas 
resinas de matriz de agarosa resulto ser un factor 
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relevante, siendo necesarias unas 12 horas de contacto en 
condiciones de flu jo continue 

Se realizo un proceso (lote n^ 9001) a escala 
preparativa (a partir de 8 kg de fraccion II+III) , de 
acuerdo a la descripcion del ejemplo 1 pero ajustado al 
tamano de lote indicado, con el fin de conocer 
especif icamente la reduccion de algunas de las principales 
proteinas acompafiantes por adsorcion en columna. Se aplico 
una relacion de carga de 1,8 g de fraccion II+III por ml 
de DEAE-Sepharose FF y un tiempo de contacto de unas 12 
horas aproximadamente, determinandose la concentracion de 
IgA, albumina y transferrina tanto en el efluente de 
columna corno en la solucion antes de columna. Los valores 
obtenidos se hallan en la tabla 8. 



Tabla 8 



PROTEINA 


Antes de 
columna 


Despues 

de 
columna 


% de 
recupe- 
racion (1) 


IgA 
(mg/ml) 


0,16 


<0,003 


<2 


Albumina 
(mg/ml) 


0,248 


<0,0018 


<1 


Transfe- 
rrina 
(mg/ml) 


0,043 


0,002 


5 


IgG 
(mg/ml) 


5,15 


4,49 


94,7 



La cuantif icacion de las proteinas se ha efectuado por 
inmunonef elometr ia . 

(1) El % de recuperacion se ha calculado teniendo en 
cuenta la cantidad absoluta de la proteina hallada en las 
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soluciones posterior y anterior a la columna. 

De la tabla 8 se desprende que a las condiciones 
especificas de la invencion, las resinas son altamente 
selectivas y eficientes para la separacion de las 
5 principales proteinas asociadas a la IgG presentes en la 
fraccion II+III de partida. Solo cantidades discretas de 
transferrina son detectables en el efluente junto a la 
IgG. La elevada recuperacion de IgG es unbuen indicador 
del mantenimiento de la proporcion de subclases en el 
10 efluente de columna. 

Ejemplo ft 

A partir de una solucion de gammaglobulina I.V. 

altamente purificada se simularon las condiciones de la 

•I <. 

etapa de tratamiento a pH acido (pH 4,0) para el estudicT " ! 

15 del efecto de proteccion del sorbitol, concentracion de " * 
gammaglobulina y tiempo de incubacion, asi como su 
repercusion en la posterior etapa de pasteurizacion. 

Se tomaron muestras de un mismo lote de IGIV al 
5% (Flebogamma de Instituto Grifols) y se efectuo una; 

20 prueba para comprobar el efecto protector del sorbitol*"' 7 
durante los ajustes de pH en zona acida, cuando se llevc"^ 
a pH 4,00-4,05 con acido clorhidrico 0,5 M y a temperature- ^ 
ambiente de 20°C-25°C. Asimismo, tambien se realizaron 
otras pruebas para valorar el efecto de la concentracion!:;! 

25 de gammaglobulina al diluir la IGIV 5% de partida con-«! 

o * 

solucion de sorbitol 5%, as! como la temperatura a la cual*»?~ 
se efectuaba el a juste de pH 4,0, fuese ambiente de" ts 
20°C-25°C o en frio de 2°C-8°C. Despues de una incubacion 
a pH 4,0 durante 1 hora y posterior pasteurizacion a 
30 60°C-61°C durante 10 horas en presencia de sorbitol al 33%, 
se procedio a la cuantif icacion de los agregados o 
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pollmeros detect ables por D.O. a 280 ran mediante HPLC. Los 
resultados obtenidos se reflejan en la tabla 9. 

Tabla 9 



Ajuste de pH 4,0 a 
20°C-25°C 



Ajuste de 
pH 4,0 a 
2°C-8°C 



SORBITOL I 
(%) I 


PROTEINA I 
(%) I 


% 1 

(despues j 
de incu- 1 
bacion a 1 
pH 4) 


Agregados Q 
% I 
(despues I 
de Das— I 

teurizar) 1 


Agregados I 
% 

(despues 
de incu- i 
bacion a 
pH 4) I 




0, 25 I 


N.D- 1 


N.D. 1 


n. d. j 




1 | 


i °' 31 I 


0, 57 1 


n . d . I 




2 I 


0,34 j 


0,64 | 


N.D. | 


5 


| 2,5 


I N.D. I 


N.D. | 


| n . d . I 




I 3 


| 0,37 


1,01 


j N.D. 




I 4 


I 0,93 


j 1 , 57 


[ N.D. 




5 


I 0,83 


| 1 ,81 


j 0,43 


5 




I 0,86 


| 3,50 




10 




I 0,15 


I 0,83 




20 


j 5 


I 0,10 


I N.D. 




33 




i n . d . 


I 0,70 





1 0 'i ' 



* » • 



e f * " c 



O o t 



n.d., no detectable. 
N.D., no determinado. 

En todos los casos la IGIV de partida no contenia"' 

agregados (n.d.)- 

Los resultados ponen de relieve la proteccion 
que ejerce el sorbitol cuando se efectvian variaciones de 
pH en la zona acida, y de una forma mas acusada cuando 
mayor es la temperatura. A temperatura ambiente, es 



* o r> •"• « 
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necesaria una concentracion del 10% 6 superior de sorbitol 
para una proteccion eficiente de la gammaglobulina al 5% 
(o concentracion superior) . La concentracion de 
gammaglobulina promueve una mayor agregacion, no obstante 
efectuando el ajuste de pH 4,0 a 2°C-8°C se pueden alcanzar 
concentraciones de hasta el 5% de proteina (6 mas 
diluidas, pref erentemente a un 3,5±0,5%) que se 
estabilizarian con solo un 5% de sorbitol, y serian 
aceptables para la incubacion a pH acido y pasteurizacion 
posterior. Efectuando el ajuste de pH a temperatura de 
2°C-8°C, solo se aprecio una discreta agregacion (0,43% de 
polimero) a la concentracion superior estudiada del 5% de 
gammaglobulina con 5 % de sorbitol, mostrandose 
sensiblemente inferior que al ajustar el pH a 20°C-25°C 
15 (con 0,83% de polimero). Esta menor agregacion con la 
disminucion de la temperatura, el rango de concentracion . 
de proteina, asi como por la proteccion que ejerce el 

c 

sorbitol, justifican las condiciones establecidas en las 

distintas etapas del procedimiento de la invencion. : 

* 

El tiempo de incubacion a pH acido (pH 4,0 y 
36-37°C) se estudio, en cuanto a formacion de agregados,: 
con gammaglobulina (Flebogamma) y sorbitol a dos 
diferentes concentraciones de ambos y a la temperatura de 
ajuste de pH a 2°C-8°C. Los resultados obtenidos se hallar{;;i[ 
en la tabla 10. 
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Tabla 10 



5 



SORBITOL 
(%) 


PROTEINA 
(%) 


TIEMPO A 
pH 4 
(horas) 


Agregados % 
(despues del 
tratamiento a pH 
4) 


Agregados % 
(despues de 
la pasteuri- 
zacion) 


5 


2,5 


1 


n.d. 


0,35 


2 


0, 30 


0,59 


4 


n.d. 


0, 32 


6 


3 


0 


0,1 1 


0,36 


1 


0,07 


0,31 


4 


0,07 


0,41 


8 


0,40 


1,11 


1 2 


0,43 


1,18 


24 


0,15 


0, 58 I 



n.d., no detectable. 

Los resultados ponen de manifiesto la validez de*:/ 
las dos composiciones empleadas para efectuar la.*.:* 
incubacion a pH acido y pasteurizacion posterior en 
10 presencia de sorbitol al 33%. El tiempo de incubacioii « 
valido se hallarla en el rango maximo estudiado de 0 a 24c,, 7 
horas, con un posible optimo a las 4 horas de exposiciori— " 

a 36-37°C. 
rejgmpio 9 

1 5 Las condiciones optimas de pasteurizacion ser: 

determinaron a partir de una IGIV 5% altamente purif icada'j" 
(Flebogamma) , directamente al 5% de concentracion 

*- A/ c> 'i> 

.( conduct ividad de unos 450 microS/cm) o por dilucion 1:1 
con. agua para inyeccion hasta el 2,5% (conductividad de 
20 unos 225 microS/cm) . A cada una de las soluciones se les 
afiadio sorbitol hasta un 33% (p/p) , ajustandose a 
diferentes pH con acido clorhidrico 0,5 M. Despues de 



* 



someter cada muestra de diferente concentracion y pH a un 
tratamiento termico de 10 horas a 60°C-61°C, se analizo por 
HPLC la distribucion molecular para determinar el grado de 
agregacion (polimeros o agregados de alto peso molecular, 
y dxmeros) . Los valores obtenidos se reflejan en la tabla 
11. 



Tabla 1 1 



( % ) PROTEf NA 


PH 


(%) POLIMEROS 


(%) DIMEROS 


2,5 


5, 52 


0, 46 


4, 36 


5,03 


0, 35 


3,49 


4,72 


0, 30 


3,31 


4,51 


0,45 


3,34 


5 


4,2 


4, 89 


4, 54 


4,0 


14,42 


5, 60 


3,8 


24, 51 


6,23 



El contenido de polimero en la IGIV 5% utilizada~ como 
material de partida es indetectable . ; 

Los resultados muestran que es factible* 
pasteurizar a 60°C-61°C durante 10 horas a muy baja fuerza ! 
ionica y a una concentracion proteica de 2,5% : 
aproximadamente, en un medio estabilizado con sorbitol y„ 
en un rango de pH de 5,5 a 4,5, cuyo optimo se halla entre : 
pH 4,7 y 5,0, con un increment© de agregados (polimeros y' 
dimero) minimo . 
Ejempln 10 

Se efectuaron varios ensayos para determinar la 
capacidad del metodo de la invencion para eliminar los 
agregados de alto peso molecular procedentes (generados) 
de las etapas anteriores de inactivacion virica. 
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Las soluciones pasteurizadas en presencia de sorbitol al 
33% y posteriormente tratadas con TNBP al 0,3% y 
polisorbato-80 al 1% de distintos lotes procesados de 
acuerdo al metodo de la invencion, se diluyeron con agua 
para inyeccion en una relacion de 1 kg a 1 , 5 kg del agua 
por cada kg de solucion, y luego se enfriaron a 2°C-8°C. 
Seguidamente se les aiiadio PEG-4000 para llevarlas a 
diferentes concentraciones y se les ajusto el pH entre 7,5 
y 8,1. Despues de dejar precipitar los agregados de alto 
peso molecular, las suspensiones se filtraron por un 
tamafio de poro de 0,5-0,1 micras, obteniendose en cada 
caso un liquido transparente que contenia la IgG 
pur if icada . 

Se cuantifico el % de polimeros por HPLC de cada 
prueba, ref lejandose los valores hallados en la tabla 12. 

Tabla 1 2 



• • • o B i 



N 9 de 
proceso 


Concentra- 
cion de PEG 
(%) 


pH final 


Solucion de 
part ida 
{% de 
polimero) 


Solucion 
f iltrada 

(% de 
polimero) 


61 /50 


3,00 


7,88 


2,31 


0, 00 


63/53 


3,00 


7,62 


2,94 


0,35 


65/58 


3,1 5 


7, 51 


0,88 


0, 33 


63/60 


3,1 5 


8, 06 


2,94 


0,00 


77/61 


3, 23 


7,75 


2, 28 


0,08 


7014/1 


3,27 


7,99 


1 ,28 


0,00 


62/59 


3,45 


7,47 


0,84 


0,00 



c » t 
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f c c 

* • » 

* < 

» • * • t 



El valor no detectable (n.d.) por HPLC se ha indicado en 

esta ocasion como 0,00. 

Se detecta una eliminacion total de polimeros en 
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el rango de concentraciones de PEG del 3,00% al 3,45%, si 
bien existe una interaction con el pH del medio 
mostrandose mas efectiva la separacion cuando el pH se 
halla entre 7,75 y 8,06. Al valor mas bajo de pH estudiado 
de 7,47, se requiere una concentracion de al menos 3,45% 
de PEG para eliminar totalmente el polimero, ya que 
concentraciones inferiores (por ejemplo: PEG 3,15%-pH 
7,51) no se consiguen precipitar totalmente dichos 
pollmeros y podrian dejar restos en la solucion filtrada. 

La presencia del estabilizante sorbitol actua, 
asimismo, evitando la coprecipitacion de las especies no 
agregadas (monomero y dimero) junto con el polimero, 
mejorando en gran medida la recuperacion de producto en= 
dicha precipitacion. Para determinar el efecto de la 
presencia del sorbitol, se efectuaron unas pruebas de 
precipitacion y recuperacion de proteina (segun densidad 
optica) a diferentes condiciones de concentracion. Se 
realizo un ensayo a partir de una solucion de IGIV 5%:. \ 
purificada (sin polimeros detectables) diluyendose esta'"'% 

t- 

hasta una densidad optica (a 280 nm) de unas 6 UA, 
empleando segun el caso agua o sorbitol al 10%, y se:...:. 
ajusto a pH de 8,0. Se dejo precipitar durante al menos 1 
hora y luego se observo la presencia de precipitado. Se^"" 

c> e e c 

repitio el mismo ensayo con una solucion de igG procedente!..*. 
de las etapas de inactivacion virica del proceso de la. 
invencion (con un contenido de polimero de 3,97%),' 
diluyendose en esta ocasion con sorbitol 5% o agua, y 
despues de precipitar y separar los agregados por 
filtracion, se determino el % de recuperacion de proteina 
del filtrado con respecto al inicial. 

Los resultados obtenidos se reflejan en la 
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siguiente tabla 13. 



Tabla 13 





■ 








(%) 






% 






RECUPE- 


CONCEN- 
TRACION 
DE PEG 


pH 


POLIMERO 

EN LA 
SOLUCION 
DE IGIV 

DE 
PART I DA 


TRACION 
DE 

SORBITOL 
(%) 


ir I\ -C* O JCj 11 | 

CIA DE 
PRECI- 
PITADO 

(D 


RACION 
DE 

PROTEINA 

EN EL 
FILTRADO 
(2) 








0,4 


SI (+++) 


I N.R. 






n . d . 


5 


SI ( + ) 


| N.R. 


3,0 


8,0 




1 0 


NO (-) 


I N.R. 








9,4 


SI (+++) 


I 83,6 






3,97 
— 


13,0 


SI (++ + ) 


I 92, 2 



(1) : El numero de signos + indica la cantidad de " 
precipitado detectado: (+++) abundante; ( + ) incipiente ■ 
(-) negative 

(2) : Porcentaje del total de proteina hallada en la : 
solucion f iltrada con respecto a la solucion inicial antes ; 

li 

de precipitar. 

* ■ 

» 

n.d., no detectable. 
N.R., no realizado. 

Las concentraciones de sorbitol superiores al 5%: 
previenen la precipitacion del monomero/dimero de IgG 
cuando se hallan presentes como unicas especies en la 
solucion de IGIV (exenta de polimero) , detectandose por la 
ausencia de precipitado al adicionar PEG. Asimismo, cuando 
se eliminan los polimeros contenidos en la solucion de IgG 
se observa una mejor recuperacion de IgG (libre de 
polimeros), a la mayor concentracion de sorbitol estudiada 
(13%). En consecuencia, la presencia de sorbitol durante 
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la precipitacion de polimeros o agregados de alto peso 
molecular es beneficiosa para prevenir la coprecipitacion 
y obtener una optima recuperacion de IgG. 

Ejempln 11 

La filtracion de virus se ensayo 
comparativamente a escala preparativa empleando filtros 
comerciales de tamafio de poro nanometrico, utilizandose 
para ello dos diferentes materiales de partida obtenidos 
de acuerdo al ejemplo 1: solucion ajustada a pH acido 
(pH=4.00±0.05) a 36±1°C (material A), y solucion 
diafiltrada final al 2.5±0.5% de proteina, pH 4.5±0.1 y a 
26±1°C (material B) . Los resultados obtenidos en cuanto a 
cantidad filtrada con respecto al area de filtracion? 
utilizada, el tiempo invertido y la recuperacion de 
proteina, segun los filtros usados (Planova 35N, Planova 
15N y DV20), se refleja en la tabla 14. 
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De la anterior tabla se desprende que tanto el 
material A como el B son adecuados para la filtracion de 
virus, sea por tamano de poro de 35 nm o incluso menor, 
hasta 15 nm. Sin embargo, un tamano de poro cercano a 20 
nm parece ser el mas apropiado, teniendo en cuenta los 
parametros de recuperacion de proteina (>90%) y 
productividad (>1 kg/m 2 ) f rente a la capacidad de 
eliminacion de virus por tamano de poro del filtro. 

Todo cuanto no afecte, altere, cambie o 
modifique la esencia del procedimiento descrito, sera 
variable a los efectos de la presente invencion. 
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1 . Metodo para la produccion de gammaglobulina 
G humana inactivada de virus, caracterizado porque se 
efectua la extraccion de la gammaglobulina de una fraccion 
aislada por f raccionamiento con etanol en presencia de un 
carbohidrato, y despues de reducir el contenido de 
contaminantes con PEG, se aplica a una columna de resinas 
de intercambio anionico obteniendose un efluente cuyo 
contenido de PEG es posteriormente reducido por 
ultraf iltracion y se concentra para llevar a cabo de forma 
secuencial un eventual tratamiento a pH acido y al menos 
una de las siguientes etapas de inactivacion virica, 
consistentes en una pasteurizacion y un tratamiento cori" 
solvente-detergente, siendo despues el producto 
precipitado y lavado con PEG para eliminar los eventuales 
reactivos quimicos de inactivacion virica y luego, por 

■ 

solubilizacion y cambio de pH, los contaminantes 
proteicos, y finalmente purificado por ultraf iltracior^ 
para reducir el volumen y el contenido de PEG, efectuandq.* 
luego una eventual filtracion de virus y posterior/ 
concentracion hasta el valor de proteina del 5% 6 10%. _ 

2. Metodo para la produccion de gammaglobulina 
G humana inactivada de virus, segun la reivindicacion 1 , * 
caracterizado porque la fraccion aislada por 
fraccionamiento con etanol es pref erentemente la fraccion 
II+III. 

3. Metodo para la produccion de gammaglobulina 
G humana inactivada de virus, segun las reivindicaciones 
anteriores, caracterizado porque el carbohidrato es 
pref erentemente un azucar-alcohol , y mas pref erentemente 
sorbitol, a una concentracion (p/v) comprendida entre 2% 



y 10%. 

4 . Metodo para la produccion de gammaglobulina 
"G humana inactivada de virus, segun las reivindicaciones 
anteriores, caracterizado porque la precipitacion con PEG 
se efectua a la concentracion (p/p) del 2,5% hasta 5,5%, 
y a un pH de 4,8-5,5. 

5. Metodo para la produccion de gammaglobulina 
G humana inactivada de virus, segun las reivindicaciones 
anteriores, caracterizado porque el pH de la solucion 
inyectada en columna de resinas se ajusta entre 5,7 y 6,3. 

6. Metodo para la produccion de gammaglobulina 
G humana inactivada de virus, segun las reivindicaciones 
anteriores, caracterizado porque la columna de intercambio" 

5- 

anionico contiene pref erentemente resinas DEAE-agarosa y 
admite una carga entre 1 g a 2,5 g de la fraccion II+IH 
por ml de resinas pref erentemente . 

7. Metodo para la produccion de gammaglobulina" 
G humana inactivada de virus, segun las reivindicaciones. 
anteriores, caracterizado porque el efluente de columna se. 

o 

ultrafiltra por membranas de 100 kDa de corte molecular* 

V 

nominal, diaf iltrandose pref erentemente f rente a no menos. 

m 

de 3 volumenes de una solucion que contiene un 
azucar-alcohol, pref erentemente sorbitol a la\ 
concentracion (p/v) del 2%-10%, a unas condiciones de prf* 
de 4,0-4,8 y presion transmembrana inferior a 1,2 bar. 

8. Metodo para la produccion de gammaglobulina 
G humana inactivada de virus, segun las reivindicaciones 
anteriores, caracterizado porque el eventual tratamiento 
a pH acido se efectua mas pref erentemente a pH 3,95-4,05 
a 35°C-38°C durante 1 hora a 4 horas, y en presencia de un 
azucar-alcohol, pref erentemente sorbitol a la 



I 
< 
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concentracion (p/v) del 2%-10%. 

9 . Metodo para la produccion de gammaglobulina 
G humana inactivada de virus, segun las reivindicaciones 
anteriores, caracterizado porque despues de la 
pasteurizacion en presencia de una azucar-alcohol 
pref erentemente, y mas pref erentemente de sorbitol a la 
concentracion (p/p) del 25%-35%, se diluye con agua para 
inyeccion hasta una concentracion del azucar-alcohol del 
25% (p/p) 6 inferior, y una concentracion (p/v) de 
protelna comprendida entre 1%-3%, antes de efectuar el 
tratamiento de inactivacion quimico con 

solvente-detergente . 

10. Metodo para la produccion de gammaglobulina- • 
G humana inactivada de virus, segun las reivindicaciones 
anteriores, caracterizado porque la solucion inactivada de 
virus con solvente-detergente se . diluye con agua para 
inyeccion, anadiendo pref erentemente entre 1 kg - 2 kg por 
cada kg de solucion y una vez ajustada de pH entre 7,0 y 
9,0, y pref erentemente entre pH 7,8-8,4, se precipita por 
adicion de PEG hasta una concentracion (p/p) final* 
comprendida entre 12% y 17%. _ 

1 1 . Metodo para la produccion de gammaglobulina 
G humana inactivada de virus, segun las reivindicaciones, 

a 

anteriores, caracterizado porque la suspension del? 
precipitado con PEG se separa sobre membrana de filtracion 
en flujo tangencial, de 0 , 1 micras a 0,45 micras de poro. 
pref erentemente, mediante reduccion de volumen del orden 
de 4 veces a 8 veces el valor inicial, pref erentemente . 

1 2 . Metodo para la produccion de gammaglobulina 
G humana inactivada de virus, segun las reivindicaciones 
anteriores, caracterizado porque el precipitado con PEG 
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retenido por la membrana de filtracion en flujo tangencial 
se lava en el mismo equipo, pref erentemente por adicion de 
4 6 mas voluraenes , de una solucion de caracteristicas de 
composicion iguales o similares a las condiciones de 
precipitacion. 

13. Metodo para la produccion de gammaglobulina 
G humana inactivada de virus, segun las reivindicaciones 
anteriores, caracterizado porque la suspension del 
precipitado con PEG lavado, se solubiliza en el mismo 
equipo de filtracion en flujo tangencial por adicion de 
una solucion acida a un pH inferior a 5,5 que contiene un 
carbohidrato, pref erentemente formada por acido acetico a 
la concentracion de 1 mM a 1 0 mM ajustada, a la cual se- 
afiade pref erentemente un azucar-alcohol a una" 
concentracion (p/p) del 5% al 20%, pref erentemente 
ajustada a pH 4,0-4,5 con un alcali. 

14. Metodo para la produccion de gammaglobulina 
G humana inactivada de virus, segun las reivindicaciones 

• * 

anteriores, caracterizado porque la cantidad de 1$* 
solucion acida de solubilizacion a afiadir a la suspension- 
del precipitado con PEG lavado se halla entre 2,5 veces y 

I 

4,5 veces la cantidad de dicha suspension, siendo la 
concentracion (p/p) final de PEG del 2% al 4%, y.. 
pref erentemente del 2,8% al 3,4%, y la concentracion (p/pj" : 

e o i. 

del carbohidrato, pref erentemente del azucar-alcohol, del 

- «• c 

5% al 20%. 

15. Metodo para la produccion de gammaglobulina 
G humana inactivada de virus, segun las reivindicaciones 
anteriores, caracterizado porque el producto solubilizado 
se ajusta a un pH de 7 , 5 a 8 , 5 por adicion de un alcali, 
precipitandose y separandose pref erentemente por 



filtracion, los agregados insolubles de alto peso 
molecular . 

16. Metodo para la produccion de gammaglobulina 
G humana inactivada de virus, segun las reivindicaciones 
anteriores, caracterizado porque el filtrado esencialmente 
libre de agregados de alto peso molecular, se diafiltra y 
concentra por membranas de ultraf iltracion de 100 kDa de 
corte molecular nominal una vez ajustado el pH a 4,0-4,8, 
preferentemente frente a no menos de 5 volumenes de una 
solucion que contiene un azucar-alcohol , preferentemente 
sorbitol a la concentracion (p/v) del 2%-10%, a una 
presion transmembrana inferior a 1,2 bar y concentracion 
de proteina del 1 % al 3% (p/v) preferentemente. V 

17. Metodo para la produccion de gammaglobulina: 
G humana inactivada de virus, segun las reivindicaciones 
anteriores, caracterizado porque la solucion diafiltrada 
y preferentemente concentrada al 1%-3% (p/v) de proteina, 
ajustada a un pH comprendido entre 4.4 y 5.0, se calientc^ 
preferentemente a 25±5°C, procediendose luego a un^ 

e 

eventual separacion de virus por nanof iltracion por* 
membranas de poro nominal igual o inferior a 50 nm y^ 
preferentemente de 20 nm aproximadamente con recuperacion 
de mas del 90% de la proteina y productividad de* 
filtracion superior a 1 kg prot . /m 2 de area, o tambieii^ 
preferentemente la comprendida entre 15-20 nm con e 
recuperacion superior al 80% de proteina. 

18. Metodo para la produccion de gammaglobulina 
G humana inactivada de virus, segun las reivindicaciones 
anteriores, caracterizado porque la solucion diafiltrada 
y eventualmente filtrada de virus, se concentra por 
ultraf iltracion, por membrana de 100 kDa de corte 
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molecular nominal o poro de inferior tamano, hasta el 5% 
6 10% (p/v) preferentemente, y despues de un ajuste de pH 
a 5-6 y filtraciones clarificante y esteril, en su envase 
final contiene mas del 99% de las formas moleculares 

5 monomerica-dimerica y preferentemente superior al 99,9%, 
ausencia de partlculas visibles y turbidez inferior a 5 
NTU, ausencia de cantidades detectables de IgA (inferior 
a 0,003 mg/ml) e IgM (inferior a 0,002 mg/ml) , PEG 
inferior a 500 ppm, detergente no ionico inferior a 50 ppm 

0 y disolvente organico no detectable (inferior a 3,6 ppm), 
la actividad anticomplementaria es inferior a 1 CH50 / mg 
proteina, una estructura molecular Integra con fragmento 
Fc superior al 100%, y una distribucion fisiologica dd--* 
subclases de IgG. % 

:> 19. Metodo para la produccion de gammaglobulina 

G humana inactivada de virus, segun las reivindicaciones 
anteriores, caracterizado porque el producto final'"* 
envasado pasa una cuarentena minima de 15 dias a 25°C 

• ft » 

mostrandose la solucion translucida y aparentemente exentdLr° 
) de partlculas visibles, siendo estable tanto a la---- 
temperatura de conservacion de 2°C-8°C como hasta 25°C. 

O C v u « 

o 

20. Gammaglobulina G humana inactivada de virus, 
fabricada de acuerdo con el procedimiento de las cr ,' ; 

V 9 O S © 

anteriores reivindicaciones 1 a 19. »♦« 

* s c n t> 

Barcelona, J 7 ENE. 2001 '<* 
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